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(57) Abstract 

A recombinant DNA containing a sequence (1) coding 
for a polypeptide heterologous to a filamentous haemagglutinin 
of Bordeiella (Fha) fused within the same reading frame to a 
sequence (2) located upstream from the first sequence. Said 
sequence (2) codes for at least a part of the Fha precursor, 
which part comprises at least the N-teiminal region of a 
truncated mature Fha protein which contains the interaction 
site of Fha and heparin, and which, when it is itself subjected 
on its own to the control of a promoter recognised by the cell 
polymerases of B. Pertussis, and inserted into a B. Pertussis 
cell culture, is expressed in said culture under the control of 
said promoter and excreted into the cell culture medium. The 
invention uses both the abilities of Bordetella, and particularly 
B. Pertussis, which does not appear to produce exUaccUular 



ic matiir* FHA 



Fragment 1 
Fragment 2 
Fmgmeni 3 
Fragment 4 




proteases, and the ease with which filamentous haemagglutinins can be isolated from those of the Bordetella syndiesising same. 



(57) Abr^^ 

L' invention conceme un ADN recombinant contenant une s^uence (1) codant pour un polypeptide h€t6rologue vis-k-vis d'une 
h^magglutinine filamenteuse de Bordetella (Fha) ftisionnde dans le meme cadre de lecture i une sequence (2) plac^e en amont de la 
piemi&re, ccttc s6quence (2) codant pour une paitie au moins du pr^urseur de la Fha, cette paitie compoitant au moins la region N- 
terminale d*une prot^ine mature tronqute de Fha qui conticnt Ic site d'interaction de la Fha avec rhdpaiine, d*une part, et qui, lorsquc 
celle-ci est cllc-m6me plac6e, seule, sous le contrdle d'un piomoteur reconnu par les polymerases cellulaires de B.pertussis introduite 
dans une culture de cellules de B.pertussis, est exprim6e dans cette culture sous le contrdle de ce promoteur et excr^tfe dans le milieu de 
culture de ces cellules, d'autrc part. L'invention met i double profit les capacitds des Bordetella, et plus particuli^rement de B.pertussis qui 
ne semble pas produire de proteases extracellulaiies de Vaisance avec laquelle peuvent $tre Isoldes les hdmagglutinines filamenteuses de 
celles des Bordetella qui en synth^tisent. ' 
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PROTEINES RECOMBINANTES DE L'HEMAGGLUTININE 
FILAMENTEUSE DE BORDETELLA. NOTAMMENT BORDETELLA 
PERTUSSIS. PROCEDE POUR LEUR PRODUCTION ET LEURS 
APPLICATIONS A LA PRODUCTION DE PROTEINES ETRANGERES OU 
DE PRINCIPES ACTIFS VACCINANTS 



OBJETS DE L'iNVENTION 

Grace a la technologie du genie genetique. il est. en principe, 
desormais possible d'exprimer n'importe quel gene dans un organisme 
heterologue afin de disposer d'une quantite illimitee d'une proteine donnee 
a des fins industrielles ou de recherche. Les micro-organismes sont tres 
souvent utilises comme hotes pour I'expression heterologue. 

Paradoxalement, malgre les progres considerables observes durant 
les vingt dernieres annees. un des problemes qui ont frein6 Texploitation 
industrielle des proteines recombinantes est lie a la difficulte de purification 
de ces molecules qui se trouvent generalement concentrees dans 
Torganisme qui les synthetise. La purification des proteines recombinantes 
pourrait etre considerablement simplifiee si celles-ci etaient secretees dans 
le milieu de culture. La manipulation genetique tf une micro-organisme pour 
qu'il secrete une prot6ine recombinante necessite la connaissance des 
mecanismes moleculaires qui regissent les voies m6taboIiques de 
secretion. Ces mecanismes sont particulierement complexes chez les 
bacteries gram negatives, ou toute proteine s§cretee doit traverser deux 
membranes lipidiques avant d'atteindre le milieu extracellulaire. Par 
consequent, les bacteries gram negatives ne secretent que peu de 
proteines. 

La secretion de proteines est plus simple chez les bacteries gram 
positives du fait que celles-ci ne possedent qu'une seule membrane 
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lipidique, Malheureusement. ces micro-organismes produisent 
generalement aussi des proteases extracellulaires. nefastes pour les 
proteines recombinantes. La construction de bacteries gram positives 
deficientes en proteases a par consequent ete un important domaine 
dinvestigation. Dependant, cette tache s'est averee difficile, car ces micro- 
organismes secretent souvent de multiples proteases, et la deletion des 
genes codant pour ces proteases diminue la vlabilite des souches et. par 
consequent, ieur utilite pour {'expression des genes heterologues. 
Idealement. il faudrait done utiliser des bacteries gram negatives ne 
produisant pas ou peu de proteases extraceilulaires et possedant un 
mecanisme de secretion tres efficace. 

L'invention met a double profit les capacites des Bordetella . et plus 
particulierement de B.oertussis qui ne semble pas produire de produire de 
proteases extraceilulaires et de Paisance aveo laquelle peuvent §tre 
isolees les hemagglutinines filamenteuses de celles des Bordetella qui en 
synthetisent pour, entre autre, remedier aux difficultes sus-mentionnees. 

Bordetella pertussis . I'agent etiologique de la coqueluche. est une 
bacterie gram negative qui produit et secrete plusieurs proteines de taille 
importante, dont la toxine coquelucheuse (environ 107 kDa) et 
I'hemagglutinine filamenteuse (Fha; environ 220 kDa). La Fha est le produit 
majeur de secretion, elle est facilement detectable par coloration au bleu 
de Coomassie apres electrophorese du surnageant de culture. 

La Fha est une proteine de 220 kDa produite et secretee par 
B.oertussis . Elle est Tadhesine majeure et le produit de secretion majeur de 
cet drganisme (pour revue voir Locht, C. Bertin. P.. Menozzi, F.D., et 
Renauld. G. (1993) Mol. Microbiol. 9, 653-660). Le gene de structure de la 
Fha. appele fhaB. a ete clone dans plusieurs laboratoires (Brown, D.R., et 
Parker, CD. (1987) Infect. Immun., 55, 154-161 ; Relman, D.A., 
Domenighini. M.. Tuomanen, E., Rappuoli. R.. et Falkowo, S. (1989) Proc. 
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86. 2637-2641 ; Delisse-Galhoye. A.-M.. Locht. G.. 
Jacob. F., Raaschou-Nielsen. M.. Heron. I.. Ruelle. J.-L.. DeWilde, M., et 
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Cabezon, T. (1990) Infect. Immun, 58, 2895-2905) et code pour un 
precurseur d'environ 367 kDa (Delisse-Gathoye et ah, 1990 ; Domenighini, 
M.. Relman. D.. Capiau, C. Falkow, S.. Prugnola. A.. Scarlato, V.. et 
Rappuoli, R. (1990) MoL Microbiol. 4, 787-800). La partie N-terminale de 
ce precurseur correspond a la partie mature de la Fha et la partie C- 
terminale est perdue tors de la maturation et/ou secretion de la proteine. 

En aval du gene fhaB se trouve un operon polycistronique 
responsable a la fois de la biogenese de la Fha et des fimbriae, aussi 
appelees agglutinogenes (Locht. C. Geoffrey, M.C., et Renauld. G. (1992) 
EMBO J. It. 3175-3183). Get operon contient quatre cistrons dont les 
produits des trois premiers sont homologues aux proteines accessoires et 
a radhesine de pili de plusieurs bacteries gram negatives (Locht et al., 
1992) et impliques dans la biogenese des fimbriae de B. pertussis , et dont 
le produit du dernier est homologue a ShIB et HpmB et est implique dans 
la biogenese de la Fha (Willems, R.J.L.. Geuijen, C. van der Heide, 
H.G.J., Renauld. G., Bertin, P. van den Akker, W.M.R.. Locht, C, et Mooi, 
F.R. (1994) MoL Microbiol. H, 337-347). 

Par ailleurs, la region N-terminale de la Fha est homologue aux 
regions N-terminales des hemolysines ShIA et HpmA de Serratia 
marcescens et Proteus mirabilis . respectivement (Delisse-Gathoye et al.. 
1990). Ces hemolysines sont secretes chez ces deux microorganismes et 
la secretion implique interaction du produit du gene shIB ou hpmB avec la 
region N-terminale de ShIA et HpmA, respectivement (Braun, V. ondraczed, 
R., et Hobbie. S. (1993) Zbl. Bakt, 278. 306-315). Des experiences de 
mutagenese du gene fhaB ont montre que la region N-terminale de la Fha, 
homologue aux ShIA et HpmA, est egalemet importante pour la biogenese 
de la Fha (Willems et al.. 1994) suggerant done par analogie avec les 
systemes de secretion des hemolysines. que le produit du gene fhaC 
interagit avec la region N-terminale et que cette interaction est importante 
dans le processus de biogenese de la Fha. LeS/ proteines HpmB. ShIB et 
FhaC sont vraisemblablement des proteines de la membrane exteme . 
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(Braun et al.. 1993; Willems et aL, 1994) et jouent un role dans la 
secretion des hemolysines et de la Fha, respectivement, au travers de la 
membrane externe. Chez B. pertussis , un blocage de la secretion au travers 
de la membrane externe conduit a la degradation rapide de la proteine. 

La Fha est une adhesine majeure de B. pertussis et exprime au 
moins trois types d'activites de liaison (voir Locht et al., 1993). Relman et 
al, (Relman. D., Tuomanen, E.. Falkow. S., Golenbock, D., Saukkonen, K., 
et Wright, S. (1990) Cell 61. 1375-1382) ont montre qu*une sequence RGD 
dans la Fha mature est responsable de I'interaction de cette molecule avec 
rintegrine CR3 (A|\/i(i2. CDHb/CDIS) des macrophages. Cette Interaction 
induit rinternalisation des B. pertussis dans les macrophages ou ces 
organismes peuvent survivre. 

La Fha peut egalement interagir avec des glycoconjugues et le 
domaine de reconnaissance des carbohydrates a ete identifie par Prasad 
et al. (Prasad, S. M., Yin, Y., Rodzinski, E.. Tuomanen. E. I., et Masure, R. 
(1993) Infect Immun. 61. 2780-2785) dans la region 1141 a 1279 de la 
Fha. un peu en aval du site RGD. Menozzi et al. (Menozzi. F.D., Gantiez, 
C. et Locht. C. (1991) FEMS Microbiol. Lett. 78. 59-64) ont montre que la 
Fha exprime une affinite pour Theparine et peut etre purifiee par 
chromatographie sur heparine-sepharose a partir de surnageant de culture 
de B. pertussis . Cette interaction avec des glysosaminoglycans sulfates 
semble jouer un role dans Tinteraction des microorganismes avec les 
cellules epitheliales (Menozzi, F.D., Mutombo, R., Renauld, G., Gantiez, 
C. Hannah, J.H., Leininger, E.. Brennan. MJ. et Locht, C. (1994) Infect 
Immun. 62, 769-778). 

La Fha est un bon immunogene pour Tinduction d'IgAs dans les 
voies respiratoires chez le patient infecte par B. pertussis (Zackrisson, G., 
• Lagergard, T.. Trollfors. B.. et Krants, I. (1990) J. Clin. Microbiol. 28. 1502- 
1505) et la presence tflgAs est detectable encore longtemps apres 
rinfection (Zackrisson, G,. Arminjon, F., Krantz. L, Lagergard, T., Sigurs, 
N., Taranger. J. et Trollfors. B. (1988) Eur. J. Clin, Microbiol. Infect. Dis. 7. 
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764-770). Une reponse immune de longue duree centre la Fha peut 
egalement etre observee chez la souris experimentalement infectee avec 
B.pertussis par voie nasale {Amsbaugh. D.F.. Li. Z.-M.. et Shahin, R.D. 
(1993) Infect. Immun. 61. 1447-1452). Une bonne reponse immune (a ia 
fois IgAs et IgG) centre la Fha peut aussi etre obtenue dans les voies 
respiratoires de la souris apres vaccination intra-nasale avec ia Fha 
purifiee (Shahin. R.D., Amsbaugh, D.F., et Leef, M.F. (1992) Infect. Immun. 
60. 1482-1488 ; Cahill. E.S., O'Hagan. D.T.. Ilium. L.. el Redhead. K. 
(1993) FEMS Microbiol. Lett. 107. 211-216). 11 est possible que Tune ou 
plusieurs des actlvites de liaison exprimees par la Fha soi(en)t 
responsable(s) de Timmunogenicite mucosale de cette molecule. 

L'invention met a profit le mecanisme moleculaire de secretion de la 
Fha de Bordetella . notamment de B. pertussis pour la production de 
proteines ou peptides recombinants heterologues de ces organismes. 

Dans Tune de ces premieres applications, Tinvention permet, 
notamment dans les conditions gui seront decrites plus loin, la secretion de 
ces peptides recombinants heterologues dans le milieu heterologue de 
culture et, le cas echeant, la recuperation de la partie heterologue de ce 
peptide recombinant, lorsque celui-ci constitue le produit finalement 
recherche. Mais une autre variante de invention a pour objectif I'exposition 
du peptide recombinant a la surface de cellules procaryotes, notamment a 
des fins de vaccination. 

La fusion de proteines ou peptides heterologues avec la Fha peut, 
en effet avoir une application particulierement interessante dans le 
domaine de la vaccination. En effet, la Fha est capable de stimuler une 
reponse immunitaire mucosale importante et de longue duree apres 
infection naturelle chez Thomme ou immunisation intranasale. Cette 
propriete est probablement due aux activites specifiques d'attachement de 
la Fha aux muqueuses. Une fusion traductionnelle de la Fha avec un 
antigene pourrait done faciliter la presentation de cet antigene au niveau 
des muqueuses nasales en vue de la production d'immunoglobulines 
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secretoires (IgAs). Une telle strategie est particulierement interessante 
pour une vaccination contre certaines maladies respiratoires et. lorsque le 
systeme immunitaire mucosal des voies respiratoires communique avec 
celui des autres muqueuses ou plus generalement d'autres cellules : 
cellules epitheliales, macrophages, etc., ce principe peut s'elargir a de 
nombreuses autres maladies infectieuses contre lesquelles il est important 
de developper une immunite mucosale. Un tel type de vaccin peu onereux 
pourrait facilement s'administrer par une vaporisation nasale. Cette voie de 
vaccination eiiminerait done le trauma cause par injection ainsi que le 
risque de destruction des vaccins oraux dans Tenvironnement acide de 
Festomac. 

II est fait reference dans ce qui suit, aux dessins dont les legendes 
sent indiquees a la ftn de cette description. 

Uinvention concerne tout d'abord I'ADN recombinant contenant une 
sequence (1) codant pour un polypeptide heterologue vis-a-vis d'une Fha 
de B.oertussis fusionnee dans le meme cadre de lecture a une sequence 
(2) placee en amont de la premiere, cette sequence (2) codant au moins 
pour la region N-terminale de la proteine mature de Fha qui. lorsque celle- 
ci est elle-meme placee sous le controle d'un promoteur reconnu par les 
polymerases cellulaires de B.pertussis et introduite dans une culture de 
B.pertussis . est exprimee dans cette culture sous le controle de ce 
promoteur et excretee dans le milieu de culture. 

Dans Tun des cas extremes, la sequence (2) de TADN recombinant 
susdit code pour la totalite du precurseur de la Fha, par exemple celle de 
B.pertussis (parfois designee sous Tabreviation FhaB). L' incorporation de 
cet ADN recombinant sous forme de plasmide notamment et sous le 
controle du promoteur adequat dans une cellule B.pertussis conduit alors a 
■'expression de la proteine recombinante correspondante, dont une partie 
est excretee completement dans le milieu de culture, Tautre traversant 
egalement la membrane de B.pertussis . mais y restant attachee. Dans ce 
dernier cas, il sera vu dans ce qui suit, que la proteine recombinante, y 
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incluse la sequence en acides amines correspondantes aux polypeptides 
heteroiogues se trouve exposee a la surface de ces cellules. 

La proteine excret^e dans le milieu de culture peut etre davantage 
purifiee, notamment par un precede consistant a mettre en contact le milieu 
de culture avec Theparlne immobiiisee sur un support insoluble pour fomfier 
un complexe heparine-Fha, la proteine recombinante pouvant alors etre 
recuperee par dissociation du complexe. 

Dans la suite de cet expose, il sera vu que les premiers essais ont 
ete effectues dans une souche B.pertussis BGR4 dont la partie la plus 
importante de ia phase de lecture du gene fhaB et son promoteur avaient 
ete deletes du chromosome par deux elements successifs de 
recombinaison homologues. L'ADN recombinant contenalt un fragment 
EcoRI d'environ 1 0 kb isole a partir d'un clone qui avait et§ entierement 
s6quenc6, notamment par Delisse-Gathoye et al., 1990. C'est par rapport d 
ta sequence decrite par ces auteurs que spnt pr§cisees dans le corps du 
presente texte, les positions relatives de certains des nucleotides dans le 
chromosome B.pertussis correspondent, le premier site d'EcoRI 
correspondent a la position 1, et le second site E^^ occupant alors la 
position 1 0035. 

L'ATG d'initiation de la traduction se trouve en aval du site E^ (I'un 
des trois ATG aux positions respectivement 253, 298, 427) le promoteur 
correspondent etant intercale entre le site E^ et I'ATG d' initiation pertinent. 
Le precurseur s*etend jusqu'au dela de la position du site E^ (position 
11025). 

Comme cela sera d^crit de fagon plus detaillee dans les exemples, 
plusteurs ADNs recombinants ont 6te produits, lesquels comportaient 
notamment des sequences s'etendant toutes entre le nucleotides 1 et 
Fespectivement le nucleotide 10035 (BPGR41). 6292 (BPGR413). 5215 
(BPGR48), 2841 (BPGR44), 1575 (BPGR412) et enfin 907 (BPGR415}. 
Des sites de restriction con'espondants sont indiques dans la figure 2B. 

■ 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Les observations qui ont ete faites quant a ('expression de ces 
fragments de tallies decroissantes. avant que ceux-ci n'aient ete 
recombines avec une sequence codant pour un polypeptide heterologue. 
etaient les suivantes. Comme il resutte des figures 2A et 2B, on obtenait 
une excretion importante du peptide code par le peptide BPGR41. 
excretion qui allait se reduire pour les fragments contenus dans les 
plasmides BPGR413 et BPGR48, qui ne contenaient plus que la sequence 
codant pour la presque totalite de la proteine mature (BPGR413) et une 
sequence tronquee codant pour un polypeptide egalement tronque 
(BPGR48). Ces observations se trouvent refletees par les essais illustres 
dans la figure 28 dans lesquels les produits d*expression ont ete detectes 
par des anticorps polyclonaux de rats anti-Fha. Mais dans ce test, on 
constate {'absence d'expression detectable pour les plasmides contenant 
des sequences plus courtes. L'on constate au contraire dans un autre 
systeme de mesure (coloration au bleu de Comassie : figure 2A) une 
recrudescence de I'expression avec le plasmide BPGR44. Sans qu'il y ait a 
y voir une relation necessaire de correspondance, on constate que la 
partie recpnnue par la majeure partie des anticorps polyclonaux de la 
sequence Fha n'est pas necessaire a la production d'une excretion dans le 
systeme qui a ete utilise. Lorsqu*est raccourcie davantage la sequence 
tronquee de Fha. on constate de nouveau une reduction de Texcretion. 
Ainsi, le fragment contenu dans le plasmide BPGR412 est-il encore 
exprime a un moindre degre, meme si aucune bande n*est observee sur ia 
figure 2 pour la piste d'electrophorese sur gel correspondante au plasmide 
BPGR412. Mais, la mise en contact d'une culture correspondante avec 
I'heparine immobilisee a permis rfisoler une fraction excretee reconnue par 
des anticorps monoclonaux reconnaissant specifiquement ia region N- 
terminale de la Fha. 

II apparalt que des sequences (2) entrant dans les ADNs 
recombinants selon invention doivent. en tout etat de cause, comporter 
des signaux d'excretion de la sequence codant pour la Fha et la region N- 
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terminale homologue aux regions N-terminales des hemolysines ShIA et 
HpmA de Serratia marcescens et Proteus mirabilis . 

. Pour la mise en oeuvre de I'une des applications preferees de 
I'invention, a savoir la production d'un peptide heterologue et sa 
recuperation a partir du milieu de culture, il apparait par consequent que 
rextension de la sequence (2) a partir de Textremite N-terminale de la Fha 
vers son extremite C-terminaie sera choisie de fagon a ne pas aller au dela 
de la longueur qui ferait que la transformation de B. pertussis avec cet ADN 
recombinant alors place sous le controle d'un promoteur susceptible d'etre 
reconnu par B. pertussis ne permettrait plus Texcretion directe de la 
proteine recombinante alors formee dans le milieu de culture de ce 
B. pertussis . 

Dans le cadre de cette application, un ADN recombinant prefere est 
caracterise en ce que la sequence (2) s'etend entre TATG correspondent 
au codon d'initiation de la traduction de la Fha a un nucleotide C-terminal 
au dela du nucleotide 907 dans la direction de la traduction et de 
preference non au dela de la position 6292. 

Sans que ce test soit decisif, ii peut encore etre affirme qu'un ADN 
recombinant prefere sera celui qui est caracterise par le fait qu*il ne reagit 
plus que faiblement avec des anticorps anti-Fha plus particulierement 
diriges centre les epitopes de la partie C-terminale de la Fha mature, situes 
au dela du site nucleotidique 2841 dans le sens de la traduction. 

♦ 

II va de soi que la sequence recombinante reprenant les sequences 
(1) a et (2) peut etre realisee de toute fagon en soi connue, en fonction du 
but final que Ton se sera donne. Eventueliement, la sequence (1) codant 
pour le peptide heterologue se trouvera encadree par des regions courtes 
codant pour des peptides pre-definis formant des sites de clivage 
specifiques d'enzymes proteolytiques elles-memes specifiques. ce grace a 
quoi la partie heterologue du polypeptide recombinant peut aisement etre 
separee a partir de celui-ci. 
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Dans une autre application avantageuse de Tinvention, le peptide 
recombinant est susceptible d'etre utilise comme principe vaccinant, ia 
sequence peptidique heterologue etant douee des proprietes 
immunogenes choisies au prealable et, de preference, la partie derivee de 
ia proteine mature de Fha comportant Tun au moins des sites specifiques 
d*attachement de la Fha a des muqueuses ou de fagon plus generate a 
d'autres cellules eucaryotes, notamment a des cellules epitheliales ou des 
macrophages. 

L'uttlisation de I'ADN recombinant pour la production de polypeptide 
heterologue peut etre envisagee dans des cellules procaryotes autres que 
Bordetella pertussis ou meme que plus generaiement des Bordetella . II est 
en effet rappele que Stibitz. Weiss et Falkow ont rapporte des ADNs de 
Bordetella contenant la sequence codant pour le precurseur de la Fha et 
I'ensemble des genes de regulation, y inclus le gene fhaC, c'est-a-dire le 
gene auxiliaire dont le produit d'expression est egalement necessaire d 
I'expression de la Fha, pouvaient, quand lis etaient transportes dans E.coli 
d'etre exprimes et exposes a la surface des bacteries E.coli transformees 
(J.pf Bacteriology (1988) 170, 2904-2913). 

II va de soi que I'invention concerne done toutes les cultures 
cellulaires dans lesquelles la Fha peut etre exprimee. Uinvention concerne 
done plus particulierement les cultures de cellules appartenant a une 
espece Bordetella . notamment B.oertussis, des lors que ces cellules sont 
egalement porteuses du gene fhaC exprimable dans ces cellules. 

Linvention concerne encore les cultures cellulaires transformees, 
appartenant a des especes autres que Bordetella. des lors qu*elies 
contiendraient egalement une sequence codant pour au moins la partie de 
la FhaC necessaire a Texpression de la sequence (2) sous une forme 
egalement exprimable au sein des cellules de cette culture. 

II en est ainsi de E.coli . et, le cas echeant, sous reserve d'adaptation 
mineures autorisant Texpression des ADNs recombinants de Tinvention 



PCT/FR95/00512 



11 

* • 

dans d'autres bacteries gram negatives, par example du type salmonella, 
Vibrio, etc... 

II est rappele que Willems et al, (1994) Mol. Microbiol. H, 337-347 
ont sequence entierement une sequence codant pour la proteine FhaC. 

II va egalement de sol que Tinvention n'est pas limitee a des ADNs 
recombinants contenant une sequence codant pour la Fha de B. pertussis . 
Celle-ci peut etre remplacee par toute sequence correspondante isolable a 
partir tfautres Bordetella. quil s^agisse de Bordetella infectieuses pour 
rhomme, notamment B.oarapertussis ou B.bronchiseotica . ou encore pour 
des Bordetella infectieuses pour des animaux, notamment les Bordetella 
bronchiseptica infectieux pour le chien ou le pore. 

L'invention n'est nullement limitee aux ADNs recombinants dont les 
sequences (2) sont restreintes a des sequences tronquees de TADN 
codant pour une Fha de Bordetella . Comme cela a ete vu plus haut, 
rinvention concerne egalement les ADNs recombinants contenant des 
sequences (2) plus longues, cheque fois que sera au contraire recherchee 
la production de cellules procaryotes, notamment de bacteries portant. 
expose a leur surface, le produit d'expression de TADN recombinant 
susdefini. La sequence heterologue (1) peut soil etre incorporee a 
rinterieur meme de la sequence codant pour Fha, voire meme FhaB, soit 
etre fusionnee a la Fha mature ou le precurseur avec conservation du code 
de lecture correspondant. 

Dans le cas ou la cellule hote, le cas echeant, apres attenuation ou 
inactivation, peut etre utilisee comme support de vacctn. on apprecle que 
■'invention fournit de nouvelles varietes vaccinantes comportant des 
cellules procaryotes de ce type portent exposees a leur surface le produit 
d'expression de TADN recombinant. Avantageusement, seront exposes a la 
surface des bacteries en cause, a la fois la sequence en acides amines 
correspondante aux sites antigSniques du peptide heterologue. d'une part, 
et Tun des sites d'adhesion de la proteine Fha aux muqueuses ou encore a 
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d'autres cellules eucaryotes, telles que des cellules epitheliales ou des 
macrophages. 

A titre d'exemples de technique pouvant etre utilises pour obtenir 
cette orientation convenable. on fera reference au brevet europeen 
n^0242243 depose le 06/03/87. 

Alors que dans ie cas de ta production in vitro d'une proteine ou 
d'une polypeptide recombinant. I'on pouvait avoir des cellules procaryotes 
transformees par un plasmide, il apparait que pour la realisation de 
bacteries porteuses du produit d*expression de TADN recombinant a ieur 
surface, il est preferable que celui-ci ait ete incorpore sous le controle du 
promoteur approprie a I'ADN chromosomique desdites cellules. Toutes 
techniques connues a cet effet peuvent §tre mises en oeuvre, telles que les 
techniques de recombinaison homologue. 

il va de sol que la sequence (1) peut coder pour toutes sequences 
antig6niques souhaitees, qu*il s'agisse tfantigenes de Bordetella . de 
Shigella , de Neisseria , de Borrellia . etc... de toxines ou toxoTdes 
diphteriques, tetaniques ou coleriques, tf antigenes viraux, notamment de 
rhepatite B. de I'hepatite C, du polyovirus ou de HIV, d'antigenes 
parasitaires tels que des Plasmodium, des Shistozoma . des toxoplasmas, 
etc... II s'agit la evidemment d'exemples qui n'ont aucun caractere iimitatif. 

De meme, les hotes cellulaires peuvent etre constitues par toutes 
bacteries attenuees ou inactivees. telles que des shigelles; attenuees, des 
E.coli attenues ou des salmonelles attenuees. 

Mais, on I'a vu, tout fha de Bordetella peut etre mis en oeuvre. 
Partant d'une sequence codant pour Tune d'entre eiles, on sait que Ton 
peut detecter des sequences correspondantes contenues dans TADN 
chromosomiques d'autres Bordetella . par exemple a Faide de sondes 
appropriees. 

L'invention presente un interet tout particuiier pour la constitution de 
compositions immunogenes et vaccinantes, destinees a I'administration par 
mise en contact de muqueuses, notamment pour Tadministration par voies 
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nasales. Uinvention est done d'un interet tout particulier pour la prevention 
d'infection des voies respiratoires ou de tissus susceptibles d'etre atteints 
par ces voies. Les compositions du genre en question peuvent se 
presenter sous forme d'aerosol, administrables notamment par voies 
nasales. Uinvention s*interesse a la vaccination aussi bien humaine que 
veterinaire. 

D*autres caracteristiques de I'invention apparattront encore au cours 
de la description qui suit, des constructions et essais bioiogiques qui ont 
6t6 effectu§s dans le cadre de Tinvention et qui lui apporte le soutien 
experimental requis. 
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FIGURES 

» 

Figure 1. Analyse par SDS-PAGE et coloration au Bleu de Coomassie des sumageants 
de culture des souches B. pertussis BPSM, BPGR4 et BPGR41. Les maiqueurs de taille 
et les sumageants de culture non concentres des trois souches de B. pertussis ont 6t6 
d6pos6s sat gel de SDS-polyactylamide. Aprfes 61ectrophor^, le gel a 6t& color€ au 
Bleu de Coomassie comme d&rit par Sambrook et aL (1989). Les poids mol^culaiies 
des marqueurs de taille sont monts^ dans la maige. 

Rgures 2A et 2B. Analyse par electrophorese (A) et Western blot (8) des sumageants de 
culture des souches B. pertussis BPGR41, BPGR413, BPGR48, BPGR44, BPGR412, 
BPGR415, BPGR4 et BPSM. Apr6s dlectrophor&se, le gel a 6t£ coior^ au Bleu de 

< 

Coomassie conune d&rit pour la figure 1 (A) ou traasUx& sur membrane de nitroceUulose 
et analyst par Western blot comme d&rit par Delisse-Gathoye et aL (1990) i Taide d'un 
anticoips polyclonal anti-FHA de rat i une dilution de 1/1000. La carte des constnicdons 
qui sont k la base des difKrentes soudies est monti€e. Ea et repr^ntent 
respectivement le premier et deuxidme site EcoBl du gjbpcfluiB (I>elisse-Gathoye et aL, 
1990). 

Figures 3A et 3B. Analyse par electrophorese (A) et Western blot (B) des sumageants de 
culture des souches B. pertussis BPSM, BPGR4. BPMC, BPGR44, BPGM47, 
BPMC4, BP SM 4 et fi. parapertussis PEP4. Apids ilectrophortse, le gel a 6t£ coloi€ au 
Bleu de Coomassie comme ddciit pour la figure 1 (A) ou analyst par Western blot en 

FEUILLE OE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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utilisanl l'antis6rum anti-FHA de rat k unc dilution de 1/500 (B) commc ddcril pour la 
figure 2. 

Figure 4. Carte de restriction des difKrents fragments d'ADN exprim6 en fusion avec 
le g^ne codant pour MalE. La ligne noire en haut raontre la longueur de la portion de 
JhaB qui code pour la FHA mature. N et C d&ignent lespectivemcnt les regions amino- 
et carboxy-terroinales. La ligne noire au milieu montre la longueur de la phase ouverte de 
lecture dcfhaB. E. EcoRI; Sp. Sphl; S, Sail; B, BamBL Les fl6ches montient la 
longueur des fragments exprim6s et leur direction d'expiession. 

Figures 5A et SB. Analyse Western blot des sumageants de culture des souches B. 

pertussis BPSM, BPGR44, BPGR4 et BPJNL Aprfts 61ectrophoi6sc, les gels ont 6t6 
analys£s par Western blot comme d^crit pour la figure 2 cn utilisant rantiserum anti-FHA 
de rat k une dilution de 1/500 (A) ou un anticorps anti-peptide 190*21 1 de Sm28GST de 
rat a une dilution de 1/250 (B). La piste de gauche du gel (B) contient la Sm28GST 
lecombinante purifi6e. 

Figure 6. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des prot6ines 
associ^ aux cellules des souches B. pertussis BPSM, BPGR4, BPGR5 et BPGR6. 
Lanalyse par Western blot des piotdines issues des sumageants de culture (pistes 5 i 8) 
ou de fractions protfiques assocides aux cellules (pistes 1 ^ 4) des diffdientes souches de 
B. pertussis BPSM (pistes 1 ct 5). BPGR4 (pistes 2 et 6), BPGR5 (pistes 3 ct 7) et 
BPGR6 (pistes 4 et 8) a 6x6 r6alis& comme d&cni pour la figure 2 en utilisant Tanticorps 
monoconal anti-FHA 12.1.9 (DeUsse-Gathoye et aL, 1990). 

Figure 7. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des protdines 
associ6es aux cellules des souches B. pertussis BPSM, BPGR5 et BPGR6. L'analyse 
par Western blot des proidincs issues des sumageants de culture ct purifidcs sur matricc 
dlidparinc-sdpharosc (pistes 4 i 6) ou dc fractions protiSiqucs associdcs aux cellules 
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(pistes 1 a 3) des diff6renles souchcs de B. pertussis BPSM (pistes 1 el 4), BPGR5 
(pistes 2 et 5) et BPGR6 (pistes 3 et 6) a 6t6 realisde comme d(Scrit pour la figure 2 en 
utilisant un antiserum anti-Sm28GST de lapin diiu6 200 fois. 

Figure 8. Analyse par Western blot des sumageants de culture purifies sur colonne de 
h6parine-s6pharose des souches J5. pertussis BPSM, BPGR5 et BPGR6. L'analyse par 
Western blot des prot6ines issues des sumageants de culture et purifi6es siu- matrice 
d'h6parine-s6pharose des souches de B. pertussis BPSM (piste 1), BPGR5 (piste 2) et 
BPGR6 (piste 3) a 6x6 r^lis^e comme ddcrit pour la figure 2 en utilisant Tanticorps 
monoclonal anti-FHA 11L9 Pelisse-Gathoye et al.. 1990). 

Figure 9. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des prot6ines 
associ6es aux cellules des souches B. pertussis BPSM et BPGR60. L'analyse par 

* 

Western blot des prot^ines issues des sumageants de culture (pistes 1 et 3) ou de 
fractions prot6iques associ6es aux cellules (pistes 2 et 4) des souches B. pertussis BPSM 
(pistes 3 et 4), BPGR60 (pistes 1 et 2) a 6t6 r6alis6e comme d^crit pour la figure 2 en 
utilisant Tanticorps monoclonal anti-FHA 12.1.9 (Delisse-Gathoye etoL, 1990). 

Figure 10. Analyse par Western blot des sumageants de culture et des prot£ines 
associ^ aux cellules des souches B. pertussis BPSM et BPGR601 L*analyse par 
Westem blot des protdines issues des sumageants de culture (pistes 1 et 3} ou de 
fractions prot6iques associ^es aux cellules (pistes 2 et 4) des souches B. pertussis BPSM 
(pistes I et 2), BPGR60 (pistes 3 et 4) a 6t6 r6alis£e comme d6crit pour la figure 2 en 
utilisant un antis6rum anti*Sm28GST de lapin. La piste 5 conlient la Sm28GST 
recombinante purifide. 

Figures 11A et 11B. Colonisation de souris OF1 par 8. pertussis BPGR60 et Tehama I. Les 
souris OFl ont £t61nfcci£cs par voie nasalc avcc Ics souches B. pertussis Tohama I 
(carrds blancs), BPGR60 (roods noirs), BPGR60 ct puis Tohama I (triangles noirs en A) 
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ou Tohama I et puis BPGR60 (triangles noirs en B). Trois heures apres 
rinfection, une serie de souris a 6te sacrifiee et le nombre de B. pertussis 
viables estime par poumon. Les autres groupes de souris ont et^ analyses 
une ou plusieurs semaines apres infection comme montre sur la figure. 
Figures 12A et 12B. Dosage de TNF et ii-6 des souris infectees par 
B.oertussis BPGR60. TNF (A) et H-6 (B) ont ete dosees chez les souris 
non-infectees (saines) ou infectees par B.oertussis BPGR60 3 hrs. 6 hrs, 1 
jour, 3 jours ou 7 jours apres infection. . 

Figures 13A et 138. Dosage d1gA anti-Sm28GST et anti-Fha dans les 
lavages bronchoaiveolaires des souris 0F1 infectees par B.oertussis 
BPGR60. Les souris 0F1 ont et6 infectees avec B.oertussis BPGR60 par 
vote nasale. Apres infection, aux jours indiques sur la figure, des groupes 
de souris ont ete sacrifies et les IgA anti-Sm28GST (A) et anti-Fha (B) de 
leur iiquide bronchoalvSoiaires ont §t6 dos^s. Au jour 56 (en A) ou 63 (en 
B). 20 ^g de Sm28GST (triangles noirs) ou une nouvelle dose de 
B.oertussis BPGR60 (carres noirs) ont ete administres par voie nasale. 
Figure 14. Dosage de complexes lgA-Sm28GST dans les lavages 
bronchoaiveolaires des souris traitees comme prec^demment decrit dans 
la legende de la figure 1 3. La quantite de complexes (colonnes rayees) est 
presentee en comparaison avec les IgA iibres anti-Sm28GST (colonnes 
noires), et les IgA totales (colonnes grises). 

Figures ISA et 158. Charge parasitaire observee apres infestation par 
S.mansoni de souris 0F1 prealablement immunisees par BPGR60 et 
rappeiees par la Sm28GST iibre. Les doses administrees sont identiques a 
celies utilisees pour les experiences d*immunisation (Fig. 13). Apres 42 
jours, les souris sont sacrifiees et le foie perfusd pour evaluation de la 
charge vermineuse (A). Le foie et les intestins sont chimiquement 
solubilises et les oeufs tissulaires compt^s (B). Colonne noire, souris non 
traitees ; colonne rayee. souris rfayant ref u que la Sm28GST Iibre a J63 , 
colonne grise. souris trait6es par BPGR60 (JO) et par Sm28GST Iibre 
(J63). 

FEUILLE DE REMPUCEMENT (RE6LE 26) 
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EXEMPLES 

L Complementation de la souche B. pertussis BPGR4 par un plasmide 
derive de pBBRl contenant le gene fhaB. 

Afin de savoir s'il est possible de complementer une mutation chromosomique du 
g^ne fhaB par un plasmide autor£plicatif, nous avons utilise la souche B. pertussis 
BPGR4 (Locht et aL^ 1992), une souche d6riv6e de la souche sauvage B. pertussis 
Tohama I chez laquelle le fragment EcoRl de 10 kb contenant la plupan de la phase de 
lecture du g&ne fliaB et son promoteur a 6x6 d6l6x6 du chromosome par deux ^v^nements 
successifs de recombinaison homologue. Cette souche ne produit pas de FHA. D'autre 
part, le fragment EcoRI de 10 kb isol6 de pRm3202 (Delisse-Gathoye et aL 1990) et 
contenant la plupart du gtn^ fhaB a 6x6 clon6 dans le site EcoRI du plasmide pBBR122. 
Ce plasmide est un d6riv£ de pBBRl isol£ de Bordetella bronchiseptica et ddcrit par 
Antoine et Locht (Antoine, et Locht, C. (1992) Mol Microbiol 6, 1785-1799). D 
conuent un fragment Hhdi de 1364 pb provenant de pBR328 (Soberon, X., Covamibias, 
L., et Bolivar, F. (1980) Gene 9, 287-305) et confSrant la r&istance au chloramphenicol 
ins6re dans le site Pvul^ ainsi que le g^ne commercial (Pharmacia) conferant la resistance 
. ^ la kanamycine insure au site Aval en position 1388* 

La digestion de pBBR122 par EcoKL et Tinsertion du g6ne JhaB sous forme du 
fragment £coRI de 10 kb inactive le gene de resistance au chloramphenicol mais maindent 
la resistance k la kanamycine. Le plasmide recombinant a ete appeie pBGl et a ete 
introduit dans B. pertussis BPGR4 par eiectroporation. Cette nouvelle souche de B. 
pertussis est appeiee B. pertussis BPGR41. L'analyse des sumageants de culture de B. 
pertussis BPSM, un derive Sm^ de la souche Tohama I (Menozzi et aL, 1994), de B. 
pertussis BPGR4 et de S. pertussis BPGR41 par electrophorfese en SDS^polyacrylamide 
(SDS-PAGE) et coloradon au bleu de Coomassie (Fig. 1) ainsi que par Western blot en 
utilisant des andcotps polyoclonaux de rat spedfiques k la FHA montient que pBGl peut 
efficacement complementer la mutauon JhaB de fi. pertussis BPGR4. 
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XL Deletions progressives de la region C-terminale de FhaB. 

Le produit primaire du g^ne fhaB, i. le pr^curseur de la FHA, est appel6 FhaB. 
Piiisque la region N-tenninale homologuc aux h6molysines ShlA et HpmA est imponante 
pour la biogen^ de la FHA (Willems et al., 1994), il 6tait importanl d'invcsiiguer le role 
de la region C-terminale de FhaB dans la biogenic de la FHA. Plusieurs ddldtions de la 
rdgion C-terminale ont 6x6 obtenues : pBG13 est le rdsultat de Tdchange du fragment 
SphyBamHl de 2.5 kb de pBG4 par le fragment Sphl/BglU de 6 kb de pRIT13202 
(Delisse-Gathoye etal., 1990); pBG8 est le resultat de Tinsertion du fragment BamlU de 

4.7 kb dans pBG4 digir6 par BamHl; pBG4 est le resultat de la digestion de pBGl par 

-I 

BamVLl ci de sa rcligation, cc plasmide a done perdu les deux fragments BamHl dc 4.7 
kb ei de 2.37 kb; pBG12 est le resultat de I'echange du fragment SphU BamHl de 2.5 kb 
dc pBG4 par le fragment SphVBamHl de 1.27 kb de pUC18-3, pUC18-3 a etc gencre cn 
dchangeant le fragment SphU Sail dc 15 pb dc pUC18 par le fragment SphU Sail dc 1.27 
kb dc pRm3197 (Delisse-Gaihoye et al,, 1990); pBG15 est le rdsultat dc la religaiion 
des deux fragments Pvul de 3.65 kb et 2.76 kb apres digestion de pBG4 par Pvul. 
gdnerant ainsi la dcldtion du fragment Pvul de 1.9 kb. Les plasmides pBG13, pBGS, 
pBG4, pBG12 et pBG15 ont 6t6 inu-oduits dans 5. pertussis BPGR4 par 61ectroporation 
ce qui a gdndrd les souchcs B. pertussis BPGR413. BPGR48, BPGR44, BPGR412 el 
BPGR41 5, respect! vemenL 

Les sumageants de culture de ces diff6rentes souches ont 6i6 analysds par SDS- 
PAGE et coloration au bleu de Coomassie ainsi que par Western blot en utilisant des 
aniicorps polyclonaux de rat anti-FHA. Les rdsultats sont montrds dans la figure 2 et 
indiquent que par rapport k la soiiche B. pertussis BPSM et la souchc B, pertussis 
BPGR41, les souchcs BPGR413 et BPGR48 produiscni bcaucoup moins de FHA dans 
le sumagcant de culture. Par conirc, la souchc BPGR44 produit plus dc FHA U"onqu6c ci 
sdcrdicc que la souchc BPSM ou la souchc BPGR41. Les souchcs BPGR412 ei 
BPGR415 produiscni a nouvcaii moins de FHA tronqudc que la souchc .BPGR44, bicn 
Que la FHA ironqudc nroduiic oar BPGR412 csi claircmeni visible dans Ic sumaccani dc 
cuilurc. Ccs cxpdricnccs monU'cni Timponancc dc la rdgion C-icrminalc dc RiaB dans la 
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biogenfese ei/ou secretion de la FHA mature, mais ils montreni aussi qu une FHA 
ironquee (par exemple chez la souche BPGR44) peui eire tres efficacemeni secr6tee en 
absence de la region C-terminale de FhaB. 

in. Importance de fhaC dans la biogenese de la FHA tronquee codee par 
pBG4 et secretion chez Bordetella parapertussis 

Puisque 5. pertussis BPGR44 sdcrfete ires efficacemeni la FHA tronqufe, il €mi 
important de savoir si cette s6cii6uon £tait toujours ddpendante du produit du gene fhaC. 
pBG4 a done 6te introduit dans la souche B. pertussis BPMC (Locht et al., 1992). Ceiie 
souche est caract^risee par une d616uon chromosomique du g&ne fhoB total et de la region 
iniergenique envctfhaB et les genes auxiliaires en aval, y compris fhaC. EUe n*exprime 
done ni fhaB^ nifliaC, ni les genes fimBCD (aussi appelds fliaDAE), Les analyses par 
SDS-PAGE/coloration au bleu de Coomassie des sumageants de culture de la souche S. 
pertussis BPMC (pBG4), appel^e BPMC4» montient que cette souche ne produit pas de 
FHA tronqu^ extracellulaire. Ces r^sultats (Fig. 3) montrent done que Texprcssion du 
gene fhaC est necessaire a la production extracellulaire de la region N-terminale de la 
FHA. L'importance de la region N-teiminale de la FHA homologue aux hemolysines 
ShlA et HpmA (Delisse-Gathoye et oL^ 1990) pour la s6cr€tion de la FHA tronqude a 6x6 
6tudi6e en g6n6rant la souche B. pertussis BPGR47. Cette souche est un d6nv6 de 
BPGR4 transform^ avec pBG7. Ce plasmide est le r6sultat de Tdchange du fragment 
SphUBamHi de 2.5 kb de pBG4 par le fragment Sphl/BamHl de pUC18«5, qui est lui- 
meme le rdsultat de Tinsertion du fragment SaBJBamHl d'environ L27 kb du pRm3120 
(Delisse-Gathoye et al., 1990) dans pUC18-4 dig6r£ par Sail et BamUl. Le plasmide 
pUC18*4 est le fruit de la digestion de pUC18-3 par Pstl et de la religation sur lui-meme. 
Cette construction d£l&te en phase un fragment Pstl d'environ 460 pb codant pour la 
r6gion de la FHA qui est homologue aux hemolysines ShLA et HpmA. L'analyse de la 
souche BPGR47 par 61ectrophor5se et Western blot (Fig. 3) roontre que la region 
homologue est egalement ndcessaiie k la s&:ri6tion de la FHA tronqu6, comme a celle de la 
FHAcompldte. 
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Afin de savoir si la FHA tronquee pouvait eire produite et secreiee par d'autres 
especes du genre Bordetella^ pBG4 a 6t6 introduit dans Bordetella parapertussis PEP 
(Nordmann, P.. Francois, B., Menozzi, F, D., Commare, M. C, et Barois, A. (1992) 
Ped. Infect. Dis. J. 11, 248). Le sumageant de culture de la souchc transfonn& a 6x6 
analyse par SDS-PAGE et le r^sultat (Fig. 3) indique que B. parapertussis peut egalement 
secrdter la region N-terminale de la FHA de B. pertussis, ce qui suggdre que B. 
parapertussis exprime Egalement un gdne auxiliaire qui correspond kfhaC. 

Finalement, pBG4 a 6t£ introduit dans la souche B. pertussis BPSM et Tanalyse 
du sumageant de culture de la souche B. pertussis BPSM (pBG4), appel6e B. pertussis 
BPSM4;montre que la production et la s6cr6tion de la FHA tronqu6e n^affecte pas la 
production et la secretion de la FHA naturelle et vice versa (Fig. 3). Le systeme de 
secretion ne semble done pas etre sature par Texprcssion du gbneJhaB. 

IV. Identification du site de fixation a Theparine et purificatipn de la FHA 
tronquee sur heparine*sepharose. 

La FHA de B. pertussis peut interagir avec Th^parine et etre purifiee sur hdparine- 
s6pharose (Menoza et al, 1991). Afin de savoir si cette interaction implique un site 
different de celui qui est responsable de la liaison de la FHA aux intdgrines CR3 (Relman 
et al.« 1990) ou de celui lesponsable de la liaison de la FHA a d'auures glycoconjugu6s 
(Prasad et a/., 1993), diffdrents fragments d*ADN recouynuit ensemble la totality de la 
region dtfiuzB qui code pour la FHA mature ont 6x6 exprim^ en fusion avec MalE (une 
**maltose-binding protdn**) en utilisant le syst^e d'expression commercialism par New 
England Biolabs (Beverly, MA, USA). Les diff6rents fragments exprim6s en fusion 
avec le gbnt codant pour MalE sont montrds dans la figure 4. Toutes les protdines de 
fusion ont 6i6 purifides par chromatographic sur r6sine d'amylose au ddpart d*un lysat 
total obtenu apres sonication d'environ 600 ml de culture de Escherichia coli TGI 
transfonnd par les diff6ients plasmides recombinants. 

Les protdines recombinantes purifi6es sur amylose ainsi que MalE et la FHA 
purifi6e ont 6t£ chromatographides sur 3 ml d*h6parine-sepharose 6quilibr& avec 100 ml 



wo 95/28486 PCT/FR95/00512 

22 

PBS ("Phosphate Buffered Saline"). 40 ml des differents echaniillons onl cii 
prealablemeni ajusies a une concentration de 5 jig/ml dans PBS + 5 mM maltose, depos^ 
sur la colonne d'heparine sepharose et laves avec PBS + 5 mM maltose. Les proteines 
fix6es ont alors 6i6 61u6es avec PBS + 0.5 M NaCl. La quantity des proieines dans la 
fraction retenue et dlu6e avec PBS + 0.5 M NaCl et celle des protdines non reienues ont 
6te comparees k celle des proteines totales d6pos6e sur la colonne. L*analyse par SDS- 
PAGE des differences fractions a 6i6 utilisde pour confirmer que les proteines 
correspondent bien aux polypeptides de fusion attendus. Les n^sultats indiquent que 
seulement le fragment 2 (Fig. 4) code pour un polypeptide qui est significativement 
retenu sur h^parine-sepharose. Puisque le fragment 1 (Fig. 4) ne code pas pour un 
polypeptide retenu sur h6parine-sepharose et puisque ce fragment recouvre partieUement 
le fragment 2, ceci suggere que la region de la FHA qui interagit avec Theparine est 
localisee entre les r^sidus 441 et 863 si Ton considere la numdrotation propos^e par 
Delisse-Gathoye et al. (1990). Cetie region condent la plupart des "A repeats" et deux "B 
repeats" (Locht et aL 1993) sugg6rant que Tun ou plusieurs de ces "repeats'* pourraient 
etre responsables de la liaison entre la FHA et Fh^paiine. 

La FHA tronqu6e produite et s6cx6t6c par la souche B. pertussis BPGR44 condent 
la totalitd de la region codde par le fragment 2 (Fig. 4) et devrait done se lier h rh^parine. 
Le sumageant de culture de cette souche a done 6t£ chromatographic sur hdparine- 
sepharose et 6\vi6 avec PBS + 0.5 M NaCl. L'analyse par SDS-PAGE et coloration au 
bleu de Coomassie des diff6rentes fractions protfiques montre que la totality de la FHA 
tronqude produite et s6cr6t6e par la souche BPGR44 est retenue sur hdparine et peut etre 
purifide sur h6parine-s6pharose par une procedure identique k celle utilis6e pour la 
purification de la FHA naturelle (Menozzi et oL^ 1991). 

V; Production et secretion de peptides heterologues en fusion avec la 
FHA tronquee chez B. pertussis et purification sur heparine«sepharose 

Le syst6me efficace de s6cr6tion de la FHA chez B, pertussis a ensuite 6x6 utilise 
afin de s6creter des peptides h6t6rologues chez cet organisme. Le peptide mod&le utilis6 
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dans cet exemple est celui qui correspond k la region 190-211 de la glutathion-S- 
transferase de 28 kDa (Sm28GST) de Schistosoma mansoni (Xu» C.-B., Venvaerde, C, 
Gras-Masse, H., Fontaine, J., Bossus, M., Troitein, F., Wolowczuk, I., Tartar, A., ci 
Capron, A, (1993) 7. Immun. 150, 940-949). Deux oligonucl6otides synth6tiques avec 
la sequence suivante : 5' TAQQMQIGGGCCGGGGCCCGAAAATCTGTTAGCC 3\ 
et 5* T AA G ATCTC CCGGGCCCCGGGAAGGG AGTTGC; AGG 3' ont 6x6 
phosphoryl6s par des mdthodes standard (Sambrook, J., Fritsch, E. F., et Maniatis, T. 
(1989) Molecular Cloning : A laboratory Manual, 2i&me ^tion. Cold Spring Harbor 
Laboratories, Cold Spring Harbor, NY), et utilis6s pour amplifier par PGR la region 
codant pour le peptide 190-21 L Aprds amplification, le fragment a 6te digdre par BarnHL 
et Bglll et insere dans le site^amHI de pBG4. Les plasmides recombinants ont 6i6 
analyses par restriction afin de savoir I'orientation de Tinsert oligonucldotidique. Un 
plasmide contenant Tinsert oligonucldotidique dans le sens de I'expression de la FHA, 
appel£ pNJl, a ensuite 6t6 purifi6 et a 6i6 introduit dans B. pertussis BPGR4 par 
£]ectroporation. Cette souche recombinante est appel6e BPNJl et son sumageant de 
culture a 6te analyst par SDS-PAGE/coloradon au bleu de Coomassie et Western blot en 
utilisant des anticorps polyclonaux diriges contre le peptide 190/21 1 de Sm28GST. Les 
resultats montrds dans la figme S indiquent que la souche BPNJl s6cr^te efficacement le 
peptide 190/21 1 de Sm28GST en fusion avec la FHA tronqu6e et que ce peptide garde 
son antigenicity. 

Le sumageant de culture de la souche BPNJl a ensuite 6t6 chromatogr^hi£ sur 
h6parine-s6pharose en prdsence de PBS. L*61ution a 6x6 realis6e dans PBS + 0.5 M 
NaCL Uanalyse par SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie montre que la 
totality de la protdine de fusion est retenue sur la coloime et peut 6tie 61vl€c dans PBS *f 
0.5 M NaCL 

VL Stabilite de pNJl dans B. pertussis BPNJl 

Afin de connaitre la stability de pNJl dans B. pertussis BPNJl, la souche a 6t6 
incub6e en milieu solide en absence d'andbiotiques. Aprts 4 jours d'incubadon k 
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20 colonies oni ete inoculees sur milieu liquide avec el sans kanamycine. Apres 4 jours 
d'incubation a 2>TC, le compiage de colonies i^sistantes a la kanamycine par rapport k 
celles qui ne sont pas r€sistanies a la kanamycine indique que touies les colonies avaient 
gard6 la i^istance, montrant que pNJl est stable dans & pertussis BPNJl en absence de 
pression selective. Le contenu en plasmide de 6 colonies r^sistantes a 6\6 analyst par une 
m6thode rapide d'analyse (Baulard, A., Bertin. P,, Dartois, V., et Locht, C, (1994) 
Metfu MoL Cell. Biol, 4, sous presse) et le rdsultat montre que toutes les 6 colonies 
contenaient le plasmide pNJl. 

Cinq souris OFl ont ensuite 6x6 infect6es par voie nasalc avec B. pertussis 
BPNJl. Environ 10^ cfu ("colony forming units") par souris ont 6i6 instilMes 
nasalement. Apres 7 jours, les poumons de ces souris ont 6\£ prelevds et les B. pertussis 
contenus dans les poumons ont 6x6 6tal6s sur milieu solide avec ou sans kanamycine. 
Apr^ 4 jours de culture k 3VC^ le nombre de bact£ries h^olytiques et resistantes k la 
kanamycine a 6x6 compar6 au nombre de bact^ries hdmolytiques et non r6sistantes k la 
kanamycine. Le r^sultat montre qu'environ 95 % des bactdries avaient perdu la resistance 
& la kanamycine. 

Ensemble, ces rdsultats montreni que pNJl est xrbs stable dans B. pertussis in 
vitro mais est relativement instable in vivo. 

VII. Construction de la souche Bordetella pertussis BPGRS, produisant 
la Sm28GST de 5. mansoni en fusion avec la FHA. 

Afin de savoir si une prot^ine h^t^rologue pent etre produite en fusion avec la 
FHA end&re, un fragment contenant TADNc complet de la Sm28GST muni de son codon 
de fin de traducdon a 6x6, fusionn6 au cadre de lecture du gene fluxB de fagon a ce que ce 
cadre soit interrompu juste derriere Finserdon du gene codant pour la Sm28GST. Un 
fragment BglQ. de 0,68 kb contenant TADNc de la Sm28GST a 6x6, amplifid par PCR k 
partir du clone TGIO, un d6riv6 du phage lambda gtlO (Pierce, R., Khalife, J., 
Williams, D., Kanno, R., Trottein, F., Lepresle, T., Sabatier, J., Achstetter, T., et 
Capron, A., soumis pour publication) en utilisant les oligonucleotides suivants : 5' 
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TAAGATCTCCATGGCTGGCGAGCAT 3* et 5' TAAGATCTCCGAGCnTCTGTTG 
3*. Aprts digestion du fragment amplifi6 par Tenzyme Bglll 11 a 6t6 clone dans le 
plasmide pRm3202 (Delisse-Gathoye et aL, 1990) pr6alableinent dig6x6 par BglU et 
dephosphoryle. Le plasmide recombinant est appele pUC8-A. Apres digestion de pUC8- 
A par EcoBl, le fragment de 10,68 kb est ins6v6 dans le site EcoRl du plasmide 
mobilisable pGR5, un derive du plasmide pSS1129 portant les regions flanguantes 5' et 
3* du gene J7ia5 (Locht et al, 1992). Le plasmide resultant (appel6 pGR53) est transf6r€ 
dans la souche mobilisante £. coU S17-1 pour la conjugaison avec £. pertussis (Simon, 
R., Priefer. U., et Puhler, A. (1983) Bio/Technology 1, 784-791), 

Pour introduire la construction gdndtique de fafon dirig6e au locus 
chromosomique fhaB, la souche E. coli S17-l(pGR53) est croisee avec B. pertussis 
BPGR4. Cette souche dtant ddpourvue de la majority du g6ne de structure fhaB, les 
£v6nements de double recombinaison homologue sont forc6s au niveau des rdgions 

X 

I 

flanquantes de ce g6ne. Aprfes conjugaison, les deux 6v£nements de recombinaison sont 
s61eciionnes successivement sur des milieux s61ectifs comme ddcrit pr6c6demment 
(Antoine, R., et Locht, C. (1990) Infect. Immun. 58, 1518-1526). 

Bridvement, E. coli S17-l(pGR53) (SmS. GenR NalS) est crois6e sur un miUeu 
solide de Bordet-Gengou (BG) avec B. pertussis BPGR4 (Sm^, GenS. NalR). Apres 6 
heures de conjugaison, les transconjuguants sont s61ectionn6s sur un mUieu s61ectif (BG 
+ Gentamycine + Acide Nalidixique). La resistance k la gentamycine est amende par le 
plasmide pGR53 et celle k Tacide nalidixique est portte par le chromosome de la souche 
B. pertussis BPGR4, Environ 50 colonies isol6es sont ensuite puiifides sur le milieu BG 
+ Gentamycine + Acide Nalidixique. Afin de ddterrainer quel clone Gen^ a bien intdgrfi 
le plasmide pGR53, les transconjuguants sont ddpos6s en r6plique sur le milieu sdlectif 
BG + Streptomycine, puis BG + Gentamycine + Acide Nalidixique. Les colonies ayant 
m\£gv6 le plasmide pGR53 sont sensibles k la streptomycine (le caracterc de sensibility k 
la streptomycine dtant dominant sur cclui de la resistance). Les transconjuguants 
Gen^SmS sont alors dtal& sur le milieu s61ectif BG + Streptomycine pour s61ectionna- le 
second 6v6nement de recombinaison conespondant k Texdsion du plasmide int6grd. Si 
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ce "crossing-over" se rdalise au meme endroii que la premiere fois, on retrouve la 
consiniciion initiale correspondant k la souche BPGR4. Si le second "crossing-over" a 
lieu dans Tauo-e region recombinogene, la construction est iniegree dans le genome de B. 
pertussis. L'excision du plasmide ayant apport6 la construction est contrdlee par 
Tapparition du ph6notype Sm^ Gen^. 

Les clones candidats rdsistants k la streptomycine et ponant T^hange all^lique 
voulu sont identifids par hybridation sur colonies avec line sonde correspondant au 
fragment BgHl de 0,68 kb ddcrit plus hauL L'intdgrit^ chromosomique k la jonction des 
regions flanquantes est confiinnde apr^ analyse de TADN g6nomique par Southern blot 

L'antigenicite de la prot6ine de fusion hdt^rologue a 6t& mise en Evidence par 
Tanalyse en Western blot ^res separation par SDS*PAGE en utilisant un gel de 10%. La 
fraction prot6ique issue du sumageant de culture et celle associee aux cellules, apres 
croissance des bact^ries lecombinantes en culture liquide dans du milieu Stainer*Scholtes 
ont 6x6 analys6es. La prot^ine de fusion est identifi^ dans les fractions protdiques avec 
des anticorps polyclonaux dirig6s contre la FHA, des anticorps monoclonaux dirig^s 
contre la FHA (Delisse-Gathoye et oL, 1990), des anticorps polyclonaux de rat dirig^s 
conu-e la FHA tronqu6e, des anticorps polyclonaux de lapin dirig6s conu-e la Sm28GST 
et des anucorps polyclonaux de rat dirigds contre le peptide 190-21 1 de la Sm28GST. 
Les anticorps anti-FHA ont 6t6 pr^ablement 6puis6s contre un lysat total de la souche de 
B. pertussis BPGR4 tandis que les andcorps anti-Sm28GST ont 6v6 epuis^s contre un 
lysat total de la souche £. pertussis BPSM. 

La prot^ine de fusion est mise en Evidence dans la fraction prot^ique associee aux 
cellules de la souche BPGRS ou une bande prot^ique (doublet) d*une taiUe Idg&rement 
sup6rieure k la FHA r6agit k la fois avec des andcorps and-FHA (fig. 6) et des andcorps 
anu-Sm28GST (fig. 7). La fusion g6n6tique est done bien exprim6e dans ce nouveau 
systeme d'expression h6t6rologue. Des prodiuts de degradation (caracteristiques de la 
FHA) sont 6galement observds dans la fraction prot6ique associde aux cellules. 
Cependant, aucun polypeptide n*est immunod^tectd dans le sumageant brut de culture. 
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indiquant que la prot^ine de fusion n^est pas produiie efficacemeni sous une forme 

secr6t6e. 

Quand la souche B. pertussis BPGR5 est cultiv6e pendant plus de 48 heures et 
que le sumageant de cette culture en phase stationnaire est concentr6 sur une colonne 
d'h£parine-s6pharose, un produit de s6cr6tion est detectable (fig. 8). U correspond a un 
produit cliv6 de la protdine de fusion puisqu'il ne r^git qu'avec les anticorps anti-FHA et 
pas avec les anticorps anti-Sm28GST. II parait done vraisemblable que dans cette 
construction la portion de la moldcule Sni28GST ins^r^ k rextr^niitd de la FHA mature 
incomplete reste accroch^ du cot^ interne de la membrane exteme de la bact^rie puisqu*il 
n^est pas possible de relarguer la prot^ine de fusion complete dans le sumageant de 

» 

culture. 

VIII. Construction de la souche B. pertussis BPGR6, produisant une 
Sm28GST tronquee de 5. mansoni en fusion avec la FHA. 

Pour mieux exposer Tantigene h^terologue, il nous a sembl6 plus judicieux de 
conserver la region de la FHA en aval de Tinsertion de la moldcule Sm28GST pour ainsi 
exprimer Tentieret^ du prdcwseur et favoriser Texportation de la proteine de fusion k 
, travers les deux membranes de B. pertussis. Pour cette raison, le cadre de lecture du 
gene fhoB est conserv6 apr^ Tinseition de I'antigene ou du peptide h6t6rologue dans les 
constructions suivantes. 

Pour la construction de la souche B. pertussis BPGR6, nous avons utilise tm 
fragment contenant les trois-quarts de TADNc de Sm28GST de telle sorte que le cadre de 
lecture dc JhaB soit maintenu apr&s Tinsertion du g&ne codant pour une Sm28GST 
tronqu6e par d616tion de Textrdmite C-termiiiale du g&ne. Le gene codant pour la 
Sm28GST tronqu6e correspond au fragment BglH-BcR de 0^ kb. Ce fragment a 6t6 
isold k partir du fragment BglH de 0.68 kb et digestion par BgtH et BclL Le fragment de 
0.5 kb a rasuite 6t6 ins£r6 dans le plasmide pRm3202 QDelisse-Gathoye et aL^ 1990) 
dig^r6 par BgHl et BclL 61iminant ainsi 0,1 kb du cadre de lecture de ftioB. Le plasmide 
ainsi obtenu est appel6 pUC8-F. Le fragment EcoBl de 10,4 kb a ensuite £t£ isol6 de 
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pUC8-F, insert dans pGR5 (Lochi et aL, 1992) pr6alablemeni digerd par EcoKl, Le 
plasmide pGR54 resultant est ensuite iniroduit dans la souche £ coli SI 7-1, 

La souche £. coli S17-l(pGR54) est alors crois6e avec B. pertussis BPGR4 afin 
d'int^grer la construction dans le locus fhaB chromosomique comme decrit dans 
Texemple VII. Apres sdlection des deux 6v6nements de recombinaison et analyse par 
Southern blot, la souche B. pertussis BPGR6 est retenue. Cette souche est done un 
ddriv^ de B. pertussis BPSM avec une d6I6tion de 0 J kb dans le gene JhaB el Tinsenion 
chromosomique a cet endroit du gene codant pour la Sm28GST tronquee. 

La proteine de fusion est mise en Evidence dans la fraction proteique associ6e aux 
cellules de la souche BPGR6 ou une bande proteique d'une taille Idgeiement sup^rieure k 
la FHA rdagit a la fois avec des anticorps anti-FHA (fig. 6) et des anticorps anti- 
Sm28GST(fig. 7) mais de fafon moindre par rapport k la souche BPGR5. Par contre, 
quand le sumageant d*une culture en phase stationnaire de la souche BPGR6 est 
concentre sur h6parine-s6pharose. un produit de s^r6tion n^agit k la fois avec les 
anticorps anti-FHA et anti*Sm28GST (fig. 7 et 8), demontrant done que la pnotdine de 
fusion est secretee de BPGR6 et^ou pr&entee a la surface de la bact^rie, du cot6 exterieur. 
La secretion de la proteine de fusion complete leste peu efficace puisque le produit secx^td 
. est majoritairement cliv^ comme observe d6jk pour la souche BPGRS. 

IX. Construction de la souche Bordetella pertussis BPGR60, produisant 
une Sm28GST modifiee de 5. mansoni en fusion avec la FHA, 

La Sm28GST contient une cysteine 6ventuellementxapable de former un pont 
disulfure. Or, la presence de ponts disulfure pent gtre un facteur limitant dans 
Texportation efficace de prot6ines dans le sumageant de culture de bact6ries gram 
negatives (Klauser, T,, Pohlner, J., et Meyer, T. R (1990) EMBO J. 9, 1991-1999; 
Klauser, T., Pohlner, L, et Meyer, T. F. (1992) EMBO J. 11, 2327-2335). Nous 
avons done tentd de produire une proteine de fusion entre la FHA et tme Sm28GST dont 
le codon TGC codant pour la cysteine (en position 140 dans la proteine) a €\& remplac6 
par le codon AGC codant pour une serine et le codon stop de traduction a €x& £limin£. 
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La construction resulianie est done telle que le cadre de lecture de fhaB est mainienu apres 
rinseriion du gene Sm28 modifie. 

Le fragment BgUI-Sall du gene codant pour la Sm28GST modifiee au niveau du 
codon cysteine a 6x& amplifie par PGR ("polymerase chain reaction"), a Taide d*amorces 
specifiques compldmentaires de ces deux regions du gdne. Les sequences des 
oligonucleotides utilis6s comme amorces d'amplification sont pti^sentees ci-dessous : sont 
oligo 5' : 5' TAAQOAICCCCATGGCTGGCGAGCATATCAAG 3' et oligo 3* : 
5* CCTmilQACCCTTTCAGAGATTCfiJI^ 3'. U produit de 

0,44 kb de la PGR a 6t6 digere par Pstl et Satt et le fragment de 0,28 kb a clon6 dans 
le plasmide pUG7-28 pr&dablement digdre par Pstl-Sall, ce qui gdnere pUG7-28*, Le 
plasmide pUG7-28 est un derive de pUG7 digere en BamHl (elimination des sites Pstl et 
Sail internes dans pUCJ) et ligud avec le fragment BaniHI de 0,64 kb provenant de 
Tamplification par PGR de TADNc entier codant pour ia Sm28GST. Cette amplification 
par PGR a 6i6 r^alis^e avec les oligonucleotides suivants : oligo 5' : 5' 
TAAGGATCC CCATGGCTnnCG A nr A T A TP A A n 3*; oligo3' : 5' 
TAAGfiMCCGGAAGGGAGTTGCAGGGGTGTT 3'. Les sequences des linkcre 
BamUl ont 6t6 choisies de telle maniere que ces sites de restriction sont compatibles de 
chaque cote avec la phase de lecture conuneaifant au site BglD. du gbne fltoB. Le fragment 
BamEl du plasmide pUC7-28* est done isol6 et clone au site Bglll du plasmide 
pRIT13202, ce qui genere le plasmide pUG8-928*. Ge plasmide est ensuite diger6 par 
£coRI et le fragment EcoRL est introduit dans le plasmide pGR5 dig^r^ auparavant par 
EcoKL, Le plasmide pGR540 resultant est ensuite introduit dans la souche d'£l colt S17- 

La souche £. coli S17-l(pGR540) est alors croisee avec B. pertussis BPGR4 afin 
d'intdgrer la construction dans le locus fhaB chromosomique comme ddcrit dans 
Texemple Vn. Apits selection des deux 6v6nements de recombinaison et analyse par 
Southern blot, la souche B, pertussis BPGR60 est rctenue. Cette souche est done un 
d6riv6 de A pertussis BPSM contenaitt au niveau du site BgUl du ghntfhaB Tinsertion 
chromosomique du g6ne codant pour la Sm28GST modifide. 
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Dans la souche B, pertussis BPGR60, la prot6ine de fusion est bien visualisde 
dans la fraction prot^ique associde aux cellules, ou une bande proteique reagit k la fois 
avec des aniicorps anti-FHA (fig. 9) et des anticoq)S anti-Sra28GST (fig. 10), Dans le 
sumageant brut, des polypeptides r&igissant seulement avec les anticorps anti-FHA sont 
observes (fig. 9). Quand le sumageant d'une culture en phase stationnaire de cette souche 
BPGR60 est concentre sur heparine*s6pharose, tin produit de s^cr6tion rev61^ a la fois 
avec les anticorps anti-FHA et anu-Sm28GST est mis en Evidence. Cette reconnaissance 
est tres semblable k celle de la souche BPGR6. La protdine de fusion est done s6ct6tie 
et/ou presentee a la surface de la bacterie, du cdt6 ext^eur. Toutefois, la s6crf tion de la 
proteine de fusion complete reste peu efficace et la encore, le produit s6cr6te est 
majoritairement clive. 

X. Etude de la colonisation de la souche recombinante B. pertussis 
BPGR60 chez la souris apres administration par voie nasale. 

Afin d'6tudier la colonisation de la souche recombinante BPGR60 chez la souris 
OFl (souche non pure, souris femelles ag£es de 4 semaines), 5x10^ bacteries en 
suspension dans du PBS (cellule gratt&s d'une culture sur milieu solide, Bordet Gengou 
avec du sang d6fibrin6 de mouton (BG); Bordet, J., et Gengou, O. (1906) Ann. Inst 
Pasteur (Paris) 20, 731-741) 6taiem instillees nasalement a raison de 25 Jil par narine, 
sous anesth^ie au pentobarbital Les poumons de 4 a 7 souris ^taient prelev^s 3 heures 
apres injection, puis i 7, 14, 21, et 28 jours apr^s injection. Les poumons 6taient alors 
homog£n£is£s dans 5 ml de PBS, puis les bact6ries compt^ apr^ 6talement des broyats 
sur milieu solide BG contenant 100 ^g/ml streptomycine et 25 |ig/ml acide nalidixique 
(BGS100N25). 

Comme I'indique la figure 1 1 A (ronds pleins), une colonisation au ruveau des 
poumons est observde jusqu*au sepu&me jour, puis est suivie par une chute jusqu*au 28 
ieme jour ou la quasi totality des bacteries a 6t6 61imin6e. La cin£tique de colonisation de 
BPGR60 est similaire a celle observde avec la souche sauvage BPSM (carn6s vides) k oela 
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pres que cette demiere dans cetie experience n'etaii pas loialement dliminee 28 jours apres 
rinstillation. 

Dans le cas ou les souris ont re? u prealablemeni la souche BPGR60 et refoiveni 
ensuite la souche vinilente BPSM, la souche sauvage ne pr6sente plus de phase de 
croissance, et son elimination se trouve alors acc616r6e (triangles pleins)- 

La colonisation de la souche BPGR60 a 6galemeat 6t6 6tudi6e chez la souris ayant 
6i6 infectee auparavant par la souche sauvage Tohama L Ainsi, 28 jours apr&s 
rinstillation de Tohama I, les souris recevaient une dose de BPGR60, et le nombre des 
bactdries contenues dans leur poumons a €t£ 6valu£. Dans ce cas, aucune phase de 
croissance de la souche BPGR60 n*est observ^e dans les 7 jours qui suivent 
radministration (figure IIB, triangles pieins). Par contra, la chute du nombre de 
bacteries au cours du temps 6tait plus rapide que celle observ^e 7 jours apres 
radministration de BPGR60 chez la souris naive. 

Ces r6sultats indiquent done que la souche recombinante se comporte in vivo 
comme la souche sauvage et qu'une primo-infection par Tune des deux souches empeche 
la colonisation efficace des muqueuses respiratoires par I'autre souche, 

XI. Etude de la production de cytokines inflammatoires consecutive a 
radministration nasale de la souche recombinante B. pertussis BPGR60 
chez la souris OFl. 

La prince de certains micro*organismes ou m&me de micro-particules peuvent 
provoquer au niveau des muqueuses pulmonaires, des reactions inflammatoires li^es k la 

■ 

pr6sence de cellules capables de produire, zpths stimulation, des factcurs comme le 
"tumor necrosis factor** (TNF alpha) ou rinterleukine-6 (11-6). Ces deux cytokines sont 
g6n£ralement produites localement et sont dosables dans les lavages broncho-alv6olaires. 
Dans certains cas graves, ces facteurs peuvent 6tre d6cel6s dans le s6rimi. 

De la meme fa^on que pr^c^demmenu 5x10^ bacteries de la souche recombinante 
BPGR60 en suspension dans du PBS (cellule gratifies d'une culture sur milieu solide 
BGS 100^25) fitaient instillfies nasalement chez la souris OFl k raison de 25 (il par 
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narine, sous anesthesie au pentobarbital. Des souris recevani des pardcules de silice ou 
du PBS 6taient utilisees comme temoins. Apres 3, 6, 24 heures, puis 3 et 7 jours, la 
saignee et le lavage broncho-alveolaire eiaiem precedes (5 souris par point). 

Alors qu'aucune trace de TNF alpha et d'IL-6 n'6taieni d6celee dans le sang 
circulant merae au dela de 7 jours, des quantiifis significatives des deux cytokines ^taient 
trouv^ dans les lavages broncho-alvdolaiies (figuie 12). 

La production de TNF semblait etre immddiate puisque, d6s trois heures aprSs 
injection, le taux maximal de s6cri6tion 6mt atteint Stable jusqu*^ 6 heures au moins 
apres injection, la quantity de TNF alpha £tait pratiquement nulle 24 heures apr^ et lestait 
n6gligeable jusqu'au 7ieme jour. 

La production dlL-6, tres faible les trois premiers jours, augmentait fortement le 
3ifeme jour, puis revenait k un taux nonnal au septi&me jour. 

n semble done que Fadministradon de BPGR60 induit une reaction inflammatoire 
localis6e, qui est mise en Evidence par Taugmentation de TNF et dlL-6. Cette 
augmentation de la s6cr6don de cytokines inflammatoires 6tait passag&re puisque, 7 jours 
apr&s instillation, les taux normaux de ces cytokines au niveau des poumons ^taient 
retrouv6s. 

Xn. Reponse immune apres administration de la souche recombinante B. 
pertussis BPGR60 par voie nasale chez la souris OFl. 

Les souris femelles OFl de 4 semaines tecevaient 5x10^ bact6ries en suspension 
dans du PBS (cellule grattfes d'lme cultune sur milieu solide BGSi00N2S) k raison de 25 
^1 par narine, sous anesth£sie au pentobarbital La reponse immune 6tait 6yahx6c dans le 
sang et les liquides broncho-alv£olaiies 28, 35, 42, 49 et 56 jours apits administradon» 
Au 56 toic jour une partie de ces souris ^taient alors restimul^ par une nouvelle injection 
de la souche BPGR60 (memes conditions) ou soit par 20 |ig d'antig&ne recombinant 
purifi^ (Sm28GST produite chez E. coU)* par voie nasale. La r6ponse inmiune £tait alors 
analys6e aux jours 70, et 77. Cette r£ponse immune 6tait compar6e soit k celle de souris 
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saines elevees dans les memes conditions, soit a celle de souris n'ayant 
regu que Tantigene recombinant seul. 

Les resultats obtenus dans cet exemple nous indiquent que seule 
une reponse serique de type IgA specifique de l*antigene Sm28GST est 
observee. Cette reponse anti-Sm28GST, qui ne presente done aucun 
anticorps de la ciasse des IgG, est observee 56 jours apres la premiere 
injection. Le Tappel (J63) n'induit que la persistance de cette reponse 
serique IgA specifique. Par centre, une forte reponse anti-Fha etait 
detectee. Cette reponse, observable des 28 jours apres administration, 
etait maximale apres 42 jours et presentait un plateau jusqu'au moment du 
rappel. Le rappel par la souche BPGR6Q (a J63) n'avait pas d'effet sur 
cette reponse anti>Fha, deja a son maximum. 

Le rappel avec la proteine libre Sm28GST par voie nasale provoque 
apres 8 jours une forte production d'igG2a et lgG2b. Quinze jours apres ce 
rappel une. forte reponse anticorps s6rique anti-Sm28GST presentant les 
Isotypes suivants, lgG1 . tgG2a, igG2b et IgA, est obtenue. 

Le rappel avec la souche BPGR60 ou la proteine recombinante 
Sm28GST ne provoquait pas de changements significatifs de la quantite 
d1gA secretoire anti-Fha, 7 jours apres la seconde administration malgre 
une legere augmentation. Au jour 77 (14 jours apres le rappel) le taux 
anti-Fha diminuait dans les deux groupes. 

Par centre le rappel par BPGR60 induisait, 7 jours apres, une 
augmentation de la quantite d'anticorps secretoires specifiques de la 
Sm28GST qui diminuait .14 jours apres. Le rappel ayec la proteine 
recombinante provoquait une forte augmentation du taux d'IgA secretoires 
specifiques. plus importante que celle obtenue avec la souche BPGRSO. 
mais assez Heterogene. Cette augmentation dMgA anti Sm28GST n'etait 
pas durable puisque des 14 jours, ce taux chutait et retrouvait les valeurs 
obtenues juste avant le rappel. 

La recherche de complexes antigene-anticorps de type IgA- 
Sm28GST dans les lavages broncho-alveolaires avant et apres rappel 
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avec la souche BPGR60, a ete effectuee. Les resultats obtenus, et 
presentes dans la figure 14, nous montrent qu'une grande proportion des 
IgA anti-Sm28GST se presentent sous forme de complexes. Cet exemple 
nous indique que Tutilisation de BPGR60 comme formulation de rappel est 
. parfaitement adaptee pour Tobtention d*un effet de restimuiation de la 
reponse immune vis-a-vis de Tantigene etranger. 

Aucune production d'anticorps IgA anti-Sm28GST ou anti-Fha n'etait 
detectee dans les secretions broncho-alveolaires de souris n'ayant regu 
que la Sm28GST au moment du rappel. 

^administration par voie nasale de la souche BPGR60 exprimant la 
Sm28GST est done capable d'induire une reponse immune secretoire vis- 
a-vis de cet antigene. Cette reponse anticorps peut etre amplifiee par le 
rappel soit avec la souche recombinante. soit avec la Sm28GST seule. Ce 
mode de vaccination pourrait §tre sans doute ameliore en differant le 
temps ecoule entre Timmunisation et le rappel (exemple : 90 jours au lieu 
de 56). Les quantites de bacteries et la dose de proteines peuvent etre 
considerees comme optimales. 

XIIL Etude de I'effet protecteur de rimmunisation par BPGR60 sur la 
charge parasitaire de souris infectees par S.mansoni 

Precedemment a Tinfection. des souris femelles 0F1 ont ete 
immunisees conformement au protocole indiquee dans Texemple precedent 
et subirent un rappel par la proteine libre (J63). Quinze jours suivant le 
rappel. ces souris furent infestees par 80 cercaires (voie transcutanee, 
abdomen). La charge parasitaire a ete ensuite evaluee 42 jours apres 
rinfestation, par la charge vermineuse et par la charge en oeufs hepatlques 
et intestinaux. Les resultats obtenus sont compares d ceux obtenus dans la 
meme experience chez des souris non traitees ou n'ayant regues qu'une 
injection de Sm28GST au moment du rappel. 

Alors que Tinjection unique de Sm28GST ne provoque pas d'effets 
significatifs sur la charge parasitaire, rimmunisation a Taide de la souche 



wo 95/28486 PCT/FR95/00S12 

I 

.35 

BPGR60 induit une protection significative centre I'infection a S. mansoni 
que cela soit au niveau de la charge vermineuse (Fig. 15A) que de la 
charge en oeufs (Fig. 15B). Ce resultat indique qu*une souche 
recombinante de B.oertussis exprimant une proteine etrangere en fusion 
avec la Fha presente des qualites vaccinales. 
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XIV. Production et secretion de la FHA tronquee chez Escherichia coli. 

En vue de la secretion de la FHA tronquee dans £. coli^ les genes codant la 
proteine accessoire FhaC et la proteine FHA44 (codee initialement par pBG4) ont ete 
places sous le controle du promoteur tac afin de tirer parti d*une expression regulable et 
de se debarrasser du systeme de regulation de Texpression de FHA chez B.pertussis. Le 
fragment Bell de 2.3 kbp de pRm2990 (Delisse-Gathoyc et al., 1990) contenant 
rextremite 3' du gene fimD et la totaiite du gbnt fhaC a ete clone dans pQE32 (Qiagen, 
Hilden, Allemagne) prealablement digere par BamHl de fagon k generer une fusion 
traducdonnelle entre la sequence du vecteur codant un motif polyhistidine et Textremite 3' 
de fimD. Grace ^ cette disposition, la transcription de cc gene hybride et dcfliaC se 
trouve sous le contrdle du promoteur tac inductible a riPTG. Par ailleurs, la traduction 
des 2 genes, dont Textremite 3' du premier chevauche Textremite 5' du second, pent se 
d6rouler de fafon couplee- Ce plasmide est appele pFJD6. Une culture liquide de £. coli 
XLl blue transformee par ce plasmide est traitee avec 1 mM d'IPTG pendant deux heures 
apres avoir atteint une absorbance de 0.8 a 600 nm. Les cellules sont ensuite coUectees, 
lysees par sonication et les membranes cellulaires sont obtenues par ultracentrifugation 
(15°C, 60 min 100.000 x g) du sonicat clarifie. Une extraction au sarkosyl (1%) 
solubilise selectivement la membrane cytoplasmique et une deuxieme ultracentrifugation 
(IS'^C, 60 min 100.000 x g) permet d'obtenir une fraction enrichie en proteines de la 
membrane exteme. Leur analyse par 61ectrophor^e en gel de polyaciylamide en presence 
de SDS et immunoblotting avec un serum polyclonal dirige contre FhaC montre qu'une 
proteine de la meme.taille que FhaC de B. pertussis est presente dans ces extraits, tandis 
que la souche non transformee ne la possdde pas. Ces observations indiquent que E, coli 
est capable de produire et localiser conrectement FhaC dans la cellule. 

Le fragment EcoRl-BamHl codant la FHA tronqude (appelee FHA44) de pBG4 a 
ete clone dans les memes sites du vecteur pMMB91 (P.J. Furste, W; Pansegrau, R. 
Frank, H. Blocker, P. Scholz, M. Bagdasarian and E. Lanka, Gene 48, 1 19-131, 1986) 
sous le contrdle du promoteur tac, Le plasmide resultant, pFjD9, a ^te introduit par 
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transformation dans les souches d'£. coli XLl blue et UT5600 (cette demiere ne produit 
pas la protease d'enveloppe OmpT), seul ou en trans avec pFJD6. Les deux plasmides 
possedent des origines de replication compatibles et des marqueurs de resistance 
differents. Un immunoblot realist sur des colonies possedant les deux plasmides 
repiquees sur milieu solide contenant 50 d'BPTG montre que la surface des cellules 
est reconnue par un antiserum dirige contre la FHA tronquee alors qu*aucune reactivity 
n*est ddtectee k la surface des cellules possddant un seul des deux plasmides. Par contre, 
le fractionnement des cellules et I'analyse des proteines par immunoblotting avec le meme 
antiserum ne permet pas de d6tecter de bande proteique conrespondant k FHA44, ce qui 
suggere que la prot^ine est faiblement produite ou fortement degradee. En culture liquide 
on n'obtient pas non plus de quantites detectables de FHA tronquee dans le sumageant de 
culture ou associe aux cellules. 

La region extreme aminoterminale de FHA ne possede guere les caracteristiques 
d'un peptide signal classique et pourrait entraver la s€cr6tion efGcace de FHA chez £. 
colL Diff^rentes constructions ont 6x6 realisees afin d'y ajouter la presequence codant le 
peptide signal de la preproteine preOmpA d*^. coli . Cette presdquence a 6tt greffee en 
trois endroits differents de la.region 5' du gene fha ironque. La region 5' du gene a 6x6 
amplifiee par PCR a partir du plasmide pRITlSlSO (Delisse-Gathoye et al.,1990) en 
utilisant roligonucl6otide (5-3*) TTTAACCGATGCGGCCG£CGTTG qui contient un 
site Not I (souligne) et chacun des trois oligonucleotides (5'-3*) 
TATAAGCTTCGAACCrGTACAGGCTGGTCTC AAAGCTTC GC^^ Anrn 
CGAAG, et AT TAAGCTTC CCAGGGCTTGGTTCCTCAG, renfermant des sites 
Hind3 (soulign6s). Le fragment de 100 bp Xbal-BamKl de pIN-OmpAIII-Hind (F. 
Rentier-Delrue, D. Swennen et J. Martial, Nucleic Acid Res. 16,^8726, 1988) contenant 
la presequence de preOmpA a ete clone dans pACYC184, donnant le plasmide pECl. 
Les trois produits PCR de 615 bp, 520 bp et 410 bp ont ensuite 6x6 purifi6s et dig£r6s par 
Notl et Hindi et chacun d'entre eux a 6x6 utilise dans une ligation h trois partenaires avec 
pECl restreint par Hind3 et BamHl et le fragment Notl-BamHl de 2 kb de pRITlSW? 
codant la region 5' de FHA44 (Delisse-Gathoye et al., 1990). Les trois plamides 



wo 95/28486 PCT/FR95/00512 

38 

resultants, PECll, pEC12 et pEC13 ont ete digeres par Xbal, le site a ete rempli h la 
Klenow et les piasmides ont ete redigeres par BamHl. Les fragments d'ADN contenant 
les genes chimeres pre6inpA-fha44 ont 6te clones dans les sites EcoRl (rempli k la 
Klenow) et BamHl de pMMB91. Les piasmides resultants, pFJDll, pFJD12 et 
pFJDlS, codent des g&nes chimeres dont les produits sont respectivement des prot^ines 
de fusion dans lesquelles les 2, 33 ou 71 premiers acides amines de FHA44 sont 
remplac^ par les 18 acides amines du peptide signal de preOmpA. Les piasmides ont ete 
introduits dans la souche UT5600 seuls ou en trans avec pFJD6 et Texpression de fhaC 
et des genes chimeres a 6i6 induite par I'ajout d'IPTG a des cuhuies liquides ayant atteint 
une absorbance de 1 k 600 nm. Les cultures ont 6t6 incub^es pour trois heures en 
presence d'IPTG (1 mM final). FHA44 est detecte par immunobloting apres 
eiectrophorese en gel de polyacrylamide en presence de SDS dans les sumageants de 
cultures provenant des souches exprimant FhaC. La production de FHA44 est assez 
faible dans les souches UT5600(pFJD6, pFJDIl) et UT5600(pFJD13, pFJD6) mais 
nettement plus dlevee dans la souche UT5600(pFJD12, PFJD6), qui contient le gene 
chimerique de longueur intermediaire. La production de FH A44 dans le sumageant de 
cette souche est estim6e par ELIS A et immunoblotting h environ 20 % de la production de 
FHA tronqu6e chez B. pertussis (BPGP.44). En revanche les deux autres souches 
secretcnt 8 k 10 fois moins de FHA44 que la souche UT5600(pFJD12, pFJD6). En 
absence de FhaC, la secretion est negligeable pour UT5600(pFJDll) et 
UT5600(pFJD13) et tres faible pour UT5600(pFJD12), ce qui indique que la FHA 
tronquee est secretfe chez £ coli par sa proteine accessoire et rfest pas relarguee de fafon 
non sp6cifique. FHA44 secr6tee par £. coli a la meme taille que celle de B. pertussis et 
elle est purifiable dans les memes conditions par chromatographic d'affinit6 sur beparine- 
sepharose. Le sdquen^age aminoterminal des deux proteines monu-e qu'elles subissent la 
meme maturation aminoterminale. 

Cet exemple montre qu'il est possible de faire secr6ter eficacement la FHA 
tronqu6e indistingable de celle produite par B. pertussis chez dautres microorganismes 
Gram n6gatifs, pathogfenes ou non pathogenes, moyennant le transfert de Tapareillage de 
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secretion - FhaC semble suffisant- et le remodelement de la region amino-temiinale de la 
FHA. n est done probable que des constructions siniilaires pourront gtre utilisees pour 
exprimer et s^r^ter la FHA enti&re ou tronqu^ pourvu que les s^uences de secretions 

soient fonctionnellement presentes. Cette technologic est susceptible d'etre 
egalement etendue a d*autres bacteries Gram negatives, telles que 
Salinonelld, Vibrio, et d'autres. 
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REVENDICATIONS 



1. ADN recombinant contenant une sequence (1) codant pour 
un polypeptide heteroiogue vis-a-vis d'une hemagglutinine filamenteuse de 
Bordetella (Fha) fusionnee dans le meme cadre de lecture a une sequence 
(2) placee en amont de ia premiere, cette sequence (2) codant pour une 
partie au moins du precurseur de la Fha. cette partie comportant au moins 
la region N-terminale tf une proteine mature tronquee de Fha qui contient le 
site d'interaction de ia Fha avec Theparine, d'une part, et qui. lorsque celle- 
ci est elle-meme placee, seule, sous le contrdle d'un promoteur reconnu 
par les polymerases cellulaires de B. pertussis et introduite dans une 
culture de cellules de B. pertussis , est exprimSe dans cette culture sous le 
contrdle de ce promoteur et excretSe dans le milieu de culture de ces 
cellules, d'autre part. 

2. ADN recombinant selon la revendication 1 . caracterise en ce 
que la Fha est une Fha de B.oertussis . 

3. ADN recombinant selon la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce que la sequence (2) code pour la proteine mature de Fha. 

4. ADN recombinant selon ia revendication 1 ou 2, caracterise 
en que la sequence (2) resulte d'une troncature de la sequence codant 
pour la prot§ine mature Fha du cote de son extremite C-terminale. 

5. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise en ce qu'il comporte en outre une sequence (3) en aval 
de la sequence (1). cette sequence (3) correspondant pour Pessentiel a la 
partie tronquee de la proteine mature, de preference completee par la 
sequence signal du precurseur. 
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6. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 
1 a 4, caracterise en ce que ia sequence (2) comporte les signaux 
d'excretion de la sequence codant pour la Fha et la region N-terminale 
homologue aux regions N-terminales des hemolysines ShIA et HpmA de 
Serratia marcescens et Proteus mirabilis / 

7. ADN recombinant selon la revendication 4 ou 6, caracterise 
en ce que Textension de la sequence (2) du cote de son extremity C- 
terminale ne va pas au-dela de la longueur qui ferait que la transformation 
de B. pertussis avec cet ADN recombinant alors placS sous le contrdle d'un 
promoteur susceptible d'etre reconnu par B. pertussis ne permette plus 
rexcretion directe de la proteine recombinante alors formee dans le milieu 
de culture de ce B.oertussis . 

8. ADN recombinant selon la revendication 6 ou 7. caracterise 
en ce que la sequence (2) s'etend entre TATG correspondant au codon 
d'initiation de la traduction de la Fha a un nucleotide C-terminal au detS du 
nucleotide 907 dans la direction de la traduction et de preference non au 
deia de la position 6922. 

9. ADN recombinant selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu*il ne reagit plus avec des anticorps anti-Fha plus particulierement 
diriges centre les epitopes de la partie C*terminale de la Fha mature, situes 
au del^ du site nucleotidique 2841 dans le sens de la traduction. 

10. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 
1 a 8, caracterise en ce que le polypeptide code par la sequence (2) 
contient au moins un site specifique d*attachement de la Fha aux 
muqueuses. 

11. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 
1 a 10, caracterise en ce que ia sequence (1) code pour un polypeptide 
ayant des proprietes vaccinantes vis-a-vis d'un agent pathogene donne. 

12. ADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 
1 a 11, caracterise en ce qu'il contient egalement un promoteur reconnu 
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par les polymerases d*une cellule transformable avec un vecteur contenant 
TADN recombinant en question et autorisant Texpression des sequences 
(1) et (2), des lors que se trouve egalement exprime dans cette cellule un 
gene auxiliaire du type fhaC. 

13. ADN recombinant selon ia revendication 12. caracterise en ce 
que le promoteur est un promoteur reconnu par ies polymerases d*une 
bacterie de I'espece Bordetella . notamment de B.pertussis qui dans ie 
produit nature! regule {'expression de ia proteine Fha. 

14. Culture de cellules procaryotes, notamment bacteries, 
transformees avec un ADN recombinant selon la revendication 11 ou 12, 
caracterisee en ce que le promoteur de TADN recombinant est reconnu par 
ies polymerases de ladite cellule procaryote. 

15. Culture selon la revendication 14. caracterisee en ce que les 
cellules appartiennent a une espece Bordetella . notamment B. pertussis, et 
qu'elles sont egalement porteuses d'un gene fhaC exprimable dans ces 

■ 

cellules. 

16. Culture selon la revendication 14. caracterisee en ce que les 
cellules appartiennent a une espece bacterienne autre que Bordetella et 
qu'elles contiennent egalement une sequence codant pour au moins la 
partie de FhaC necessaire a Texpression de la sequence (2), sous une 
forme egalement exprimable au sein des cellules de cette culture. 

17. Culture cellulaire selon la revendication 16, caracterisee en 
ce que ses cellules appartiennent a I'espece E.coli . 

18. Culture cellulaire selon Tune quelconque des revendications 
14 a 17, caracterisee en ce que TADN recombinant est incorpore ^ TADN 
chromosomique desdites cellules. 

19. ' Culture de cellules selon Tune quelconque des revendications 
1,4 a 18, caracterisee par Texposition du produit d'expression de la 
sequence (1 ) a leur surface. 
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^ 20. Culture selon Tune quelconque des revendications 14 a 19. 
caracterisee en ce que la sequence (2) contient au moins un site 
d'adhesion de la Fha aux muqueuses ou a des cellules eucaryotes, 
notamment macrophages ou cellules epitheliales. 

21. Culture cellulaire selon la revendication 20. caracterisee en 
ce qu'elle est detoxifiee ou attenu§e. 

22. Composition immunogene orientee centre un agent 
pathogene determine et caracterisee en ce qu'il contient a titre de principe 
actif, des cellules de la culture selon Tune quelconque des revendications 
18 a 21 dans lesquelles la sequence (1) code pour un antigene 
caracteristique de cet agent pathogene. 

23. Proteine recombinante constitute par le produit d'expression 
de TADN recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 13. 

24. Proteine recombinante selon la revendication 23, caracterisee 
par le fait qu*elle comporte Tun au moins des sites d'adhesion de la 
proteine Fha aux muqueuses. 

25. Proteine recombinante selon la revendication 24, caracterisee 
en ce que le produit d'expression de la sequence (1) code pour un 
polypeptide ayant des proprietes vaccinantes vis-a-vis d'un agent 
pathogene donne et en ce que le produit d*expression de la sequence (2) 
contient un site d'adhesion de la Fha aux muqueuses ou a des cellules 
eucaryotes, notamment macrophages ou cellules epitheliales. 

26. Composition vaccinante contenant la culture cellulaire de la 
revendication 22 ou la proteine recombinante de la revendication 25, 
caracterisee en ce qu'elle presente Timmunogenicite mucosale de la Fha, 
notamment pour Tadministration par voie nasale. 

27. Precede pour la production d'une proteine heterologue 
recombinante contenant une sequence polypeptidique determinee 
caracterisee par la transformation d*une culture de cellules procaryotes 
avec un vecteur contenant un ADN recombinant conforme d Tune 
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quelconque des revendications 1 et 6 a 13, lesdites cellules procaryotes 
contenant egalement une sequence nucleotidique codant pour FhaC sous 
une forme susceptible d'y etre exprimee ou ayant egalement et^ 
transformees a cette fin, puis la culture de ces cellules et la recuperation 
du produit excrete par les cellules de cette culture dans leur milieu. 

28. Procede selon la revendication 27, caracterise en ce que 
lesdites cellules procaryotes sont des Bordetella . notamment du type 
B. pertussis . 

29. Procede selon la revendication 27 ou 28, caracterise par la 
purification supplementaire du produit d'excretion par mise en contact du 
milieu de culture avec de Theparine immobilisee sur un support insoluble et 
par recuperation de la proteine recombinante purifiee par dissociation du 
complexe qu'il formait avec Theparine. 
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(57) Abstract 

A recombinant DNA containhig a sequence (1) coding 
for a polypeptide heterologous to a filamentous haemagglutinin 
of BordeteUa (Fha) fused widiin the same reading frame to a 
sequence (2) located upstream firom the first sequence. Said 
sequence (2) codes for at least a part of die Ria precursor, 
which part conq)rises at least the N-temdnal rpgion of a 
trancated mature Fha protdn which contains die interaction 
site of Fha and heparin, and which, when it Is itself subjected 
on its own to the oontrdl of a promoter recognised by the cell 
polymerases of B. Pertussis, and inserted mto a B, Pertussis 
cell culture, is eaqnessed in said culture under die control of 
said promoter and excreted into the cell culture medium. The 
inv^on uses both the abilities of Bordetelia^ and paxticulariy 
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B. Pertussis, which does not sqipear to produce extracellular 

proteases, and die ease widi which filamentous haemagglutimns can be isolated from diose of die BordeteUa syntheslsing same. 
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(57) Abr^£ 

L'invention conceme un ADN recombinant contenant une sequence (1) codant pour un polypeptide h6t^rologue vis-k-vis d'une 
h^magglutinine filamenteusc de Bordetella (Fha) fusionn6e dans le mSme cadic de lecture k une s^uence (2) plac^e en amont de la 
premiere, cette sequence (2) codant pour une partie au raoins du pr€cuiseur de la Fha, cette partie conqraitant au moins la region N- 
tenninale d'une prot^ine mature tronqu6e de Ria qui contient le site d*intcraction de la Ria avec Th^parine, d'une part, ct qui, lorsque 
celle-ci est elle-meme placde, seule, sous le contrdle d'un promoteur reconnu par les polymerases cellulaires de B.pemasis introduite 
dans une culture de cellules de B^pertussis, est exprimte dans cette culture sous le contrdle de ce promoteur et excra^e dans le milieu de 
culture de ccs cellules, d'autre part L'invention met k double profit les capacit^s des Bordetella, et plus particuliferement de B.pertu$sis qui 
ne semble pas produirc de proteases extracellulaires et de Taisance avec laquelle peuvent fitre isolte les h^nagglutinines filamenteuses de 
celles des Bordetella qui en synth^tisent. 
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